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SAMENVATTING
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek gaat over het
enzym systeem dat verantwoordelijk is voor de opname van fructose
in de bacterie Rhodopseudomonas sphaeroides. Dit type enzymsysteem,
het phosphoenolpyruvaat afhankelijke phosphotransferase systeem, zorgt
in veel- bacteriesoorte n voor de opname van de meeste suikers. Het
speciale van deze systemen is dat de suiker tijdens het transport
over het cytopJ-asmamenbraan gefosforyleerd. wordt, waarbij de fosforyl-
groep afkomstig is van phosphoenolpyruvaat. Dit maakt dat de cel
een hoge interne suikerfosfaat concentratie kan handhaven ten opzichte
van een lage externe suikerconcentratie. In Rhodopseudomonas
sphaeroides bestaat het phosphotransferase systeem-uit tr^ree verschil-
l-ende eivritten. Het eigenlijke transport eiwit, nff", is een integraal
a a
mernbraaneiwit. De tr/eede component, Soluble Factor (SF), r^rordt uit
het cytoplasma geisoleerd, maar heeft een hoge affiniteit voor het
menbraan. In dit proefschrifÈ worden drie aspecten van het systeem
bestudeerd: de verdeling ,r.r, nllu over het cytopfasmamerÍ5raan, de
I I
kinetiek van het systeem en ale eigenschappen van cysteine residuen
tut  orr  '
Rhodopseudolponas sphaeroides is een fototrofe bacterie
die lichtenergie kan omzetten in chemische energie. De enz).msystemen
die deze fotofosfory ler ing ui tvoeren z i jn gelocal iseerd in invaginat ies
van het cytoplasmamenbraan. Het menbraan is gêdifferentieerd. Het
in hoofdstuk I beschreven ond.erzoek laat zien dat deze invasinaties
geen fructose-carriers bevatten.
Itoofdstuk II hande]t over d.e kinetiek van het systeem. Aangetoond
wordt dat dê twee componenten van het systeem een membïaangebonden
complex vonnen, dat de eigenlijke katalytische eenheicl is. De overall
reactie wordt door dit complex in tvree deelreacties opgesplitst. fn
de eerste wordt de fosforylgroep van phosphoenolpyruvaat, via SF,
€ v "  f r r r
overgedragen op E: :* .  Door de fosfory ler inq kr i ' iq t  El- - -  af f in i teí t
I I  I I
voor fructose aan de perj-plasmatische kant van het meuibraan en in
de tweede half reactie wordt fructose gebonden en vervolgens getrans-
1 3 0
hrordt. De gefosforyleerde eil^ritrntermedral-ren wQrqelr ddr19ELvr
r.t 
32p. De overdracht van de fosforylgroep van phosphoenolpyruvaat
v ia SF 
"r ,  
n l l "  naar f ructose gaat  gepaard met de overdracht  van vr i je
I I  f r r r
energie.  De standaard vr i je enthalp ieênvan sF-P en ui i * -"  z i jn be-
paald door de fosforylering van SF door phosphoenolpyruvaat en van
rlfu aoor fructose-l-P apart te bestuderen' Dit type metingen levert
I I
gedetai l leerde informat ie op over de afzonder l i lke stappen in het
mechanisme. De fructose-1-P bindingsplaats op de cytoplasmatische
kant van el : "  l f i jk t  een hoge af f in i te i t  voor f ructose te bezi t ten '
o" ,rootg^..áe experimenten zijn allemaal uitgevoerd met lek gemaakte
meÍ) lcraanvesikers,  zodat de eventuele b indingsptaatsen aan weerszi jde
van het melobraan voor alle substraten genakkelijk te bereiken zijn'
Experimenten met lntakte geinverteerde vesikels' waar de periplasma-
t ische f ructosebindingsplaats z ich in de vesíkel  bevindt '  la ten z ien
dat deze vesikels f ructose met dezel fde snelheid kunnen fosfory leren'
maar met een veel lagere affiniteit' De interpretatie van de experi-
menten is dat fructose eerst via 
"lï"-" 
naar bínnen diffundeert en
vervolgens weer naar buiten worat f,tpotpt als fructose-1-P' In het
I a a t s t e o n d . e r d e e l v a n h o o f d s t u k l l i S e e n p o g i n g g e d a a n a l l e k l n e t i s c h e
informatie te .integreren in een kinetisch model dat het systeem be-
sch r i j  f t .
Hoofdstuk III gaat over de eigenschappen van de thiol groepen
.r.n eff". Alkyleren van de thiols met N-ethylmaleimide leidt tot
inactiiatie van het enzym. Er blijkt een dithiol op het enz)rm tê
zitten. Oxialatie tot de disulficle Ieidt eveneens tot inactivatie'
Er zijn twee condities waaronder het enzym beschermd is tegen zowêl
alky ler ing als oxidat ie.  In de eerste p laats is  dat  in de gefosfory-
l e e r d e t o e s t a n d e n i n d e t w e e d ' e p l a a t s a l s h e t e n z l ' m e e n Z n l o n
f r
heeft gebonden. nrrlu neeft een zeer specifieke bindingsplaats voor
zn2+. Het enzym:zn2+ complex vertoont  een zekere overeenkomst met
het gefosforyleerde enzlzm' Naast de vermelde bescherrning tegen 
aIkyle-
ring en oxidatie is het enzym in beid'e toestanden ook beschermd 
tegen
trypsine. Metlng van de oxidatíe- en reduktiesnelheden van het
f r l r f r u
di th io l /dÍsul f ide redoxcentrum 
"p 
E; ;  en E; ;*-P tonen aan dat  de
mídpoint potentiaal van het redoxcentrum verschuift naar een 
meer
positieve waarde als het enzlnn gefosforyleeril wordt' Het gevolg
1 3 1
hiervan is dat het enzlm in een bepaalde redoxbuffer tijdens turnover
de geoxj-deerde en gereduceerde toestand iloorloopt. Het enzlm is in
staat, gekoppelal aan fructosetransport, electronoverdr.acht te kata-
lyseren tussen een geschikte donor en acceptor. De verschiflende
eigenschappen van de thÍols in Efïu en rffu-e kunnen verklaard Ítord.en
f  r r r
door te veronderstel-l-en dat a1s gevolg van het fosforyleren van E;;*
de pK van de thiol verhoogd wordt.
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